
!" 卷 # 期

!""$ 年 % 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!" *’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,- !""$

收稿日期：!""#."/."$，修回日期：!""$."0.0#。

基金项目：福建省重大科技项目（*’)!""!1"0#），教育部跨世纪优秀人才培养计划。

" 通讯作者。23(：45.%/!.!04$00"；1,6：45.%/!.!04$00"；7.8,9(：:;69,< =9,:>69,:) 68?) 3@?) A:

重组戊型肝炎病毒衣壳蛋白工程菌的高密度培养

刘如石0 何志强0 李少伟0 杨坤宇0 鲜阳凌!

逄淑强! 张 军0 李益民! 夏宁邵0"

0（厦门大学细胞生物学与肿瘤细胞工程教育部重点实验室，厦门 #50""%）

!（北京万泰生物药物有限公司，北京 0"!!""）

摘 要 在 0"B 发酵罐中对戊型肝炎病毒衣壳蛋白在重组大肠杆菌中表达发酵工艺进行了研究，用分批培养方法

探讨了不同培养基、培养基中磷酸盐浓度和 +>! C 浓度等因素对菌体生长与重组蛋白表达的影响；用分批补料培养

研究了不同的补料工艺对菌体生长与重组蛋白表达的影响，同时对重组菌诱导时期、诱导持续时间以及不同诱导

温度表达包含体在尿素溶液中的溶解性进行了研究。结果表明，在优化后的培养基中，磷酸盐浓度、+>! C 浓度分别

为 4"88’(DB 与 !"88’(DB 时菌体生长与表达效果较好；分批补料培养中，#EF培养 /G 菌体达到对数期中期（约 $%
345""）为适宜诱 导 时 期，加 入 终 浓 度 为 0H"88’(DB IJ2K 后 诱 导 %G，345"" 达 到 4" 以 上，重 组 蛋 白 表 达 量 达 到

!/HE$L，为最适收获菌体时间；#EF表达的包含体 4"L以上溶解在 $8’(DB 的尿素溶液中，最终浓度达到 0$8>D8B；

0"B 发酵罐中确定的发酵工艺参数在 #"B 发酵罐中进行了放大培养，0"B 发酵罐中确定的发酵工艺参数在 #"B 发酵

罐上具有可放大性与重复性，可以应用于工业生产。
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戊型肝炎病毒（O7&）是近年新发现的一种经胃肠道传

播的急性病 毒 性 肝 炎，其 基 因 组 共 编 码 # 个 开 放 阅 读 框

（’P3: Q3,@9:> RQ,83）ST10、ST1!、ST1#，其中 ST1! 是编码 55"
个氨基酸的病毒主要结构蛋白，组装成病毒衣壳［0］。戊肝疫

苗迄今尚未研制成功，但是研究已经发现多个 ST1! 重组蛋

白具有免疫保护作用，表明 ST1! 蛋白上存在主要的中和表

位［! U $］，我们以前的研究发现 ,,#/$.5"5 段蛋白（*7!）可以形

成同源二聚体与多聚体形式，对戊型肝炎急性期与恢复期血

清都有很强的反应，同时将该片段免疫恒河猴后，可以产生

良好的保护性。但是其免疫原性强烈地依赖于其聚体形式，

而且纯化后的免疫原性有所下降［% U /］。为了找到具有更好

免疫原性的颗粒抗原，我们进一步表达了一系列 *7! 的突

变体，发现 ST1! ,,#54.5"5 重组蛋白（O7&!#/ 蛋白）可以形

成 0% V #":8 的颗粒，O7&!#/ 颗粒可与戊型肝炎患者血清发

生很强的反应，两个与抗 O7& 中和性单克隆抗体 4W00 和

4O#均有很强的反应［/，0"］。O7&!#/ 与 *7! 蛋白分别免疫

X,(YDA 小鼠，结果 O7&!#/ 的抗体阳转率与抗体滴度明显优

于 *7! 蛋白［/］；O7&!#/ 免疫恒河猴，可以对同型与异型病毒

攻击均产生很好的保护 性，因 此 具 有 成 为 疫 苗 的 良 好 前

景［%，4］；本研究中，我们对重组菌的生长与表达规律进行了探

索，建立了稳定的高密度、高表达生产工艺。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：宿主大肠杆菌 7T!%55 购于 *3Z 7:>(,:@
X9’(,Y; 公 司。重 组 质 粒 P2S.2E.!#/ 和 重 组 菌 株 5 ) 0(,#
7T!%55DP2S.2E.!#/［/］由本实验室构建。

!"!"# 仪器：XIS[2N2.X 0"B、XIS[2N2.W #"B 自动发酵罐，

都与微机连接，由 +1W[DZ9: !H" 软件控制发酵过程，为德国

X)XQ,?: X9’\3AG 公司产品；5]0% 型高速冷冻离心机为 [9>8,
公司产品；BNX.!""" 型实验室用均质机，为美国 NJ& 公司产

品；微量蛋白电泳仪为 X9’.T,@ 公司产品；7PP3:@’QRR X9’PG’.
\’83\3Q 分光光度计，德国 7PP3:@’QR 公司产品；̂ & 凝胶成像

系统为美国 ^&I 公司产品。

!"!"$ 主要化学试剂：酵母膏、蛋白胨为英国 S6’9@ 公司产

品，蛋白浓度测定 XWN 试剂为美国 J93QA3 公司产品，无机盐

与葡萄糖为国产分析纯试剂，消泡剂“泡敌”为江苏淮阴赛欧

消泡剂有限公司产品。

!" # 方法

!"#"! 种子菌的活化：取在 U E"F甘油中保存的菌株平板

划线，#EF培养约 0"G，挑典型单菌落接种于含 0L葡萄糖的

# 8B BX 培养基（含卡那霉素 %" 8>D B）的试管中，#EF、!""



!"#$% 培养 &’ 左右，加入 ()*+ 至终浓度为 ,-.##/0"1，诱导

.’，然后处理菌体进行 2324)5+6 电泳，取表达量最大的菌作

为活化种子。

!"#"# 基因重组菌三角摇瓶培养：取活化种子以 78接种量

转接种于含 98葡萄糖的 :,, #1 1; 培养基的摇瓶中，<=>、

7,, !"#$% 摇瓶培养，当 !"?,, 值达 9 @ 9-7 时可以作为发酵罐

发酵的菌种。

!"#"$ 菌体浓度 !"?,, 测定：将菌液稀释至 !"?,, 为 ,-7 @

,-< 之间，用 6AAB%C/!D ;$/A’/E/#BEB! 分光光度计测定 ?,,%#
下的吸光值。

!"#"% F6G7<& 蛋白表达水平检测：按常规 2324)5+6 方法

进行电泳［.］，然后在 HG 凝胶成像仪上分析 F6G7<& 蛋白占

细菌总蛋白的百分比即为 F6G7<& 蛋白表达水平。

!"#"& 发酵培养基的筛选：

（9）三种发酵起始基本培养基的筛选：分别用三种不同

的培养基来研究其对重组菌生长与表达的影响，即!：1; I
98葡萄糖；"：酵母粉（98），蛋白胨（78），JKL0（78），葡萄

糖（98），MF7)N:（,-98），JK7F)N:·97F7N（,-78）M7F)N:

（,-98）；#：酵母粉（98），蛋白胨（98），JKL0（,-?8），葡萄

糖（9-?:8），MF7)N:（,-<=8），JK7F)N: ·97F7N（,-?8）

M7F)N:·<F7N（,-&8），OP2N:·=F7N（,-.8），微量元素母液

（QB2N: ·=F7N <-7P"1，R%2N: ,-:P"1，LS2N: ·.F7N ,-:P"1

F< ;N: ,-,?P"1，O%2N:·F7N ,-TP"1，507（2N: ）< 7-TP"1，LKL07
,-,= P"1，JK7O/N:·7F7N <-7P"1，L/L07·?F7N ,-:P"1）9,#0"1。

接种前加入卡那霉素至终浓度 .,#P"1，然后分别用上述三种

培养基接种培养 =’，诱导表达 .’，测定菌体的 !"?,, 与目标

蛋白表达水平。

（7）发酵起始培养基中磷元素对菌体生长与 F6G7<& 蛋

白表达的影响：在发酵培养基中将 MF7)N:、JK7F)N:·97F7N、

M7F)N:按一定的比例（摩尔比为 9U9 U9）配成 ,、7,、:,、?,、T,、

9,,、97,##/0"1 等不同浓度，然后接种培养，诱导表达，测定

菌体的 !"?,,与目标蛋白的表达水平。

（<）发酵起始培养基中 OP2N: 对菌体生长与 F6G7<& 蛋

白表达的影响：在发酵培养基中将 OP2N: 配成 ,、.、9,、9.、

7,、7.、<,##/0"1 等不同浓度，然后接种培养，诱导表达，然后

测定菌体的 !"?,,与 F6G7<& 蛋白的表达水平。

!"#"’ 9,1 自 控 发 酵 罐 中 分 批 培 养：发 酵 罐 工 作 体 积 为

T-,1，装料前校正 AF 电极，灭菌后校正溶氧电极，按 :8的

接种量接种三角摇瓶培养的种子。发酵温度维持 <=>。发

酵过程的几个关键参数为：（9）转速与溶氧控制：, @ T’ 按

OL2"V$% 7-, 预设的 A!/D$0B 程序从 :,, @ T,,!"#$% 直线上升保

证溶氧不低于 :,8，低于 :,8时自动通入纯氧；空气"纯氧流

速设定为 9#"（#·$）（溶氧控制与纯氧通入参数（+KW#$X）相

关联，+KW#$X 自动）；（7）AF 值：自动流加 :#/0"1 的 JKNF 或

:#/0"1 的 FL0 使 AF 值保持在 =-, Y ,-9；（<）消泡：起泡沫时

通过消泡泵自动加入泡敌消泡；培养 ?’，加入 ()*+ 至终浓度

为 9-,##/0"1 进行诱导，.’ 后收获菌体。

!"#"( 自控发酵罐补料工艺：采用如下三种方法进行补料。

!：发酵 <’ 前不补，<’ 后按 T,#1"’ 补料；"：在发酵 <’ 前不

补料，在发酵 <’ 到 T’ 按 T,#1"’ 补料，T’ 后 97,#1"’ 补料；

#：依据细菌的生长，随时间的不断进行补料量不断增加，具

体补料量如下：, @ :-.’ 不补料；.-. @ ?-.’ =& #1"’；?-. @
=-.’ 9<7 #1"’；=-. @ &-,’ 9&7 #1"’；&-, @ 9,’ 7:.#1"’；9, @
97’ 7.: #1"’；97 @ 9:’ 7T7 #1"’［补料培养基组分为蛋白胨

<TP"1 ，酵母粉 <:P"1 ，MF7)N: 7P"1，JK7F)N:·97F7N 7-.P"1，

M7F)N:·<F7N 7-.P"1，OP2N:·=F7N .P"1，:8G$E ;9 9:#1"1，葡

萄糖 97.P"1，微量元素母液（QB2N:·=F7N <-7P"1，R%2N: ,-:P"

1，LS2N:·.F7N ,-:P"1，F<;N: ,-,?P"1，O%2N:·F7N ,-TP"1，

507（2N:）< 7-TP"1，LKL07 ,-,= P"1，JK7O/N:·7F7N <-7P"1，L/L07
·?F7N ,-:P"1）<,#1"1］。

!"#") 蛋白浓度测定：F6G7<& 蛋白经尿素溶液溶解后，适

当稀释后用 ;L5（Z$[$%[’/%$%$[ K[$C）法进行测定［97］，具体步骤

如下：取 ., 份试剂 5 与 9 份试剂 ; 混合配成工作试剂；配制

不同浓度（7, @ 7,,,$1"#1）的牛血清白蛋白（;25）溶液；分别

取 ,-9#1 ;25 和适当稀释的蛋白样品与 7#1 工作试剂混合，

密封 试 管，<=> 保 温 7,#$%；冷 却 到 室 温，测 定 各 试 管 在

.?7%# 处吸光值；绘制 ;25 蛋白浓度标准曲线，利用标准曲

线计算出样品的蛋白含量（试剂 5 为：9-,8 ;L5 双钠盐，

7-,8碳酸钠，,-9?8酒石酸钠，,-:8氢氧化钠，,-&.8硫酸

钠，用氢氧化钠调节 AF 为 99-7.；试剂 ; 为：:8硫酸铜）。

!"#"* 菌体破碎与包涵体洗涤：称取一定量的菌体，按 9 U 7,
加入细胞裂解缓冲液（<,,##/0"1 JKL0，.,##/0"1 *!$W·FL0，
9,##/0"1 63*5，AF T-,）重悬细胞，.-. \ 9,= )K 下均质机均质

细胞 : 次，T ,,, \ P :>离心 9,#$%，弃上清；加入与裂解液等

体积 的 洗 涤 缓 冲 液（9,,##/0"1 JKL0，7,##/0"1 *!$W·FL0，
.##/0"1 63*5，AF T-.），.-. \ 9,= )K 下均质机均质 9 次，T,,,
\ P :>离心 9,#$%，弃上清；重复 7 次；往沉淀中加入与裂解

液等体积的 7#/0"1 的尿素溶液，室温搅拌 :,#$%，T,,, \ P :>
离心 9.#$%，留上清与沉淀；按尿素溶液菌体 : U 9（#"%）的比

例往沉淀中加入 :#/0"1 尿素溶液，室温搅拌 7’，9. ,,, \ P、
:>离心 9.#$%，留上清与沉淀；按尿素溶液菌体 7 U 9 的比例

往沉淀中加入 T#/0"1 尿素溶液，室温搅拌 9’，9. ,,, \ P、:>
离心 9.#$%，留上清。取上述各步保留上清稀释适当倍数，用

;L5 测定蛋白浓度。

# 结果与分析

#"! 培养基组分与配比的筛选

#"!"! 三种发酵起始培养基的筛选：用!、"、#三种基本

培养基，采用 9,1 发酵罐发酵（工作体积为 T1）进行分批发

酵，结果如表 9：显示培养基#用于重组戊型肝炎病毒衣壳

蛋白工程菌的发酵，无论是菌体的 !"?,,，还是目标蛋白的表

达都明显优于!、"，因而选用#培养基作为发酵用培养基。
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表 ! 比较不同起始培养基对菌体生长与表达的影响

"#$%& ! ’()*#+,-(. (/ /&+)&.0#0,(. *&+/(+)#.1& /(+ +&1()$,.#.0 ! 2 "#$% ,. 3,//&+&.0 )&3,#

!"#$#%&’ ()*#+% ,)’’ !"-.. /01")22#3% ’)4)’ 35 6/789:;< =#)’* 35 6/7 89:;（$;>）!

! -?@ AB?@ .?A9

" A.?B A-?8 .?8A

# AB?- A@?. .?99

!：CD) E3E&’ )01")22)* 6/789: 1"3E)#%，#%F’+*#%$ &’’ 6/789: ")23’4)* #% 8(3’;>，B(3’;>，@(3’;> +")& 23’+E#3%G

45!54 起始培养基中磷酸盐对菌体生长与表达的影响：磷

酸盐不仅是微生物生长和维持溶液渗透压的必需物质，而且

对重组菌株质粒的稳定性、菌体的生物量以及外源蛋白的表

达都有影响。因而采用在培养基中添加不同浓度的磷酸盐

来研究其对菌体的生长以及外源蛋白表达的影响，结果如

图 A，磷酸盐浓度对重组菌的生长以及 6/789: 蛋白表达的

影响呈钟形曲线，在 -. H A..((3’;> 时对菌体生长与 6/789:
蛋白的表达有利，而在 @.((3’;> 菌体生长与表达最好。菌体

!"-.. 、目标蛋白表达水平以及 6/789: 蛋白产量分别比没有

添加磷酸盐时增加 8I?B<、98<与 -A?:<。当磷酸盐浓度再

增大时，蛋白表达水平、6/789: 蛋白产量都有下降趋势。因

而确定发酵培养基中磷酸盐浓度为 @.((3’;>。

图 A 不同浓度的磷酸盐对菌体的生长与表达的影响

J#$G A /55)FE 35 1D321D&E) F3%F)%E"&E#3%2 3% F)’’ K#)’*

&%* )01")22#3% 35 ")F3(L#%&%E 1"3E)#%

图 8 不同浓度的硫酸镁对菌体的生长与表达的影响

J#$G 8 /55)FE 35 M&$%)2#+( 2+’5&E) F3%F)%E"&E#3%2 3% F)’’

4#)’* &%* )01")22#3% 35 ")F3(L#%&%E 1"3E)#%

45!56 起始培养基中 M$N!B 对菌体生长与表达的影响：由

于 M$8 O 是微生物代谢过程中许多酶的激活剂，与细胞外产

物合成的动力学平衡有关，而且可以稳定目的产物。因而考

虑在发酵培养基 中 添 加 适 量 浓 度 的 M$N!B 。又 据 文 献 报

道［A9］，在高密度发酵采用 M$N!B 浓度应为 .?8@((3’;> 以上，

而大于 9..((3’;> 时又对菌体的生长与重组蛋白的表达有抑

制作用。因而有必要找出有利于我们重组菌株生长与表达

的适宜浓度。所以我们在确定发酵培养基中磷酸盐浓度为

@.((3’;> 后，再在培养基中添加一定量的 M$N!B ，研究其对

菌体的生长与 6/789: 蛋白的表达的影响，结果如图 8，当

M$N!B 浓度为 AI H 8I((3’;> 时，有利于菌体的生长与表达，

且在 8.((3’;> 菌体 !"-.. 、目标蛋白表达水平达到最大值，菌

体 !"-.. 、目标蛋白表达水平以及 6/789: 蛋白产量分别比没

有添加硫酸镁时增加 I:<、9@<与 A..<。再增大其浓度时，

对菌体生长尽管没有明显影响，但是对 6/789: 蛋白的表达

有抑制作用，因而确定培养基中 M$N!B 浓度为 8.((3’;>。

454 不同补料工艺对菌体生长与产物表达的影响

重组大肠杆菌高密度发酵成功的关键技术是补料策略，

也就是根据重组菌的生长特点及产物的表达方式采取合理

的营养物质流加方式。碳源与氮源是两者常用的限制性基

质，葡萄糖是一种细菌易于利用而且廉价易得的碳源，因而

我们采用葡萄糖作为补料的限制性基质，采用不同的补料工

艺进行补料，结果如表 8，通过补加复合培养基后，细胞密度

比不补料增加了 I?P 倍，6/789: 蛋白表达增加了 B.?-<，

6/789: 蛋白产量增加了 I?- 倍，说明适当的葡萄糖量的添

加以控制重组菌的比生长速率对菌体的生长与 6/789: 蛋白

的表达有很大影响。

表 4 不同补料工艺对菌体生长与表达的影响

"#$%& 4 ’()*#+,-(. (/ /&+)&.0#0,(. *&+/(+)#.1& /(+ +&1()$,.#.0

! 2 "#$% ,. 3,//&+&.0 7&38)&09(3-

J)*Q()ED3* ,)’’ !"-..
/01")22#3% ’)4)’

35 6/789:;<

=#)’* 35 6/789:

;（$;>）

R3Q5))*#%$ AI?P 88?A .?I9

! 9:?- 8A?. .?P@

" I@?I 8.?A9 8?8A

# @:?8 9A?.@ 8?:-

456 不同的菌体生长期诱导对菌体生长与表达的影响

为了了解分批补料发酵中在不同的细胞浓度诱导对

6/789: 蛋白与生长的影响，以不诱导分批补料培养重组菌

作对照，考察在 !"-.. 分别在 9.、BI、-. 时诱导对菌体生长与

表达的影响，结果见图 9、图 B，没有诱导的重组菌在培养到

A8D 达到最大值，然后进入稳定生长期；在 9. !"-.. 时诱导，

ID 后达到稳定生长期，比对照菌晚 AD 达到稳定生长期，蛋白
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表达水平与摇瓶小量表达水平没有显著差异，但菌体 !"!""

值比对照降低了约 #"$，说明 %&’( 的加入对菌体的生长有

抑制作用；在 )* !"!"" 时诱导，*+ 后达到稳定生长期，比 #"

!"!"" 时诱导菌晚 ,+ 达到稳定生长期，菌体表达水平与 #"

!"!""时诱导菌及摇瓶表达菌相当，而最后菌体 !"!"" 值与对

照没有区别；在 !" !"!"" 时诱导，#+ 后达到稳定生长期，最后

菌体 !"!"" 值也与对照没有区别，但是表达水平下降了约

-.$。因而选择在 )* !"!"" 时诱导较为理想，既利于菌体量

的积累，又利于 /01-#2 蛋白的表达，达到了高密度、高表达

的要求。这是由于在对数期中期时，菌体的生长处于新陈代

谢与生长旺盛期，利于合成 /01-#2 蛋白；当菌体进入对数生

长期晚期，代谢副产物以及废物的不断积累而造成生长环境

的恶化，新陈代谢减弱，生长速度减慢，不利于 /01-#2 蛋白

的表达。

图 # 在不同时期诱导的细菌生长动力学曲线

3456 # (789:+ ;4<=:4>? 8@ # 6 $%&’ A@:=7 4<BC>=B A:

B4@@=7=<: ?:A5=? 8@ 5789:+

图 ) 在不同时期诱导的细菌表达的 DEDF&G(0

3456 ) ’+= DEDF&G(0 8@ =HI7=??48< 8@ # 6 $%&’ A@:=7

4<BC>=B A: B4@@=7=<: ?:A5=? 8@ 5789:+

,：I78:=4< J8K=>CKA7 9=45+: JA7;=7；-：4<BC=>B 4< LA:>+ 8@ ?+A;= @KA?;；

#：C<4<BC>=B 4< @=BFLA:>+；

)，*，!：4<BC>=B A: #" !"，)*!"，!"!" 4< @=BFLA:>+

!"# 不同诱导温度对表达包含体在不同浓度尿素溶液中溶

解度的影响

为了使 /01-#2 蛋白包含体更好溶于相对较低浓度的尿

素溶液，在 #MN培养菌体浓度到 )* !"!"" 时，检测了 ##N、

#MN、)"N三个不同温度下诱导表达的包含体在不同浓度尿

素溶液中的溶解度（##N、)"N重组菌的最终浓度与表达量

都与 #MN相当，分别到达 .) !"!"" 与 #"$），结果如图 *：诱导

温度在 ##N时，包含体主要溶解在 -J8KOP 尿素溶液中，蛋白

浓度达到 )Q#J5OJP，复性率为约 .-$，但是由于杂蛋白在

-J8KOP 尿素溶液中有较大的溶解度，达到了约 ,Q" J5OJP，不

利于下游的纯化；#MN诱导表达的包含体 ."$以上溶解在

)J8KOP 尿素溶液中，蛋白浓度达到 ,) J5OJP，杂蛋白浓度约

为 ,Q# J5OJP，而且溶解蛋白易于复性成类病毒颗粒，复性率

高达 ."$；)"N诱导表达的包含体主要溶解在 .J8KOP 尿素溶

液中，蛋白浓度达到 )Q-, J5OJP，杂蛋白含量约为 ,Q. J5O
JP，更主要的是包含体复性率很低，约为 )!$。所以选择

#MN为 /01-#2 蛋白的表达诱导温度。

图 * /01-#2 蛋白包含体在不同浓度尿素中的溶解度

3456 * 0@@=>: 8@ B4@@=7=<: C7=A >8<>=<:7A:48<? 8< ?8KCL4K4:R

8@ 4<>KC?48< L8BR

图 ! 重组菌发酵过程中菌体生长与蛋白表达曲线

3456 ! S=>8JL4<A<: # 6 $%&’ 5789:+ A<B I78:=4< =HI7=??48<

4< @=BFLA:>+ >CK:C7=

图 M 分批补料发酵诱导不同时间蛋白表达 DEDF&G(0

3456 M DEDF&G(0 A<AKR?4? 8@ 7=>8JL4<A<: I78:=4< A: B4@@=7=<:

?:A5=? A@:=7 4<BC>=B 4< @=BFLA:>+ >CK:C7=

,：I78:=4< J8K=>CKA7 9=45+: JA7;=7；

-：4<BC=>B 4< LA:>+ 8@ ?+A;= @KA?; >CK:C7=；

#：C<4<BC>=B 4< @=BFLA:+>+ >CK:C7=；

)，*，!，M，.，2：4<BC>=B ,，-，#，)，*，! +8C7? 4< @=BFLA:>+ >CK:C7=
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!"# 分批补料发酵中重组菌的生长、诱导后 $%&!’( 蛋白表

达与时间的关系

采用分批补料的方式在 !"# 自控发酵罐中发酵（工作体

积为 $#），%&’培养 () 后达到 *+ !",""，加入 -./0 到终浓度

为 !1+22345# 诱导 ,)，在诱导后每隔 !) 取一次样，进行 6768
.90: 鉴定表达量，结果如图 &，;:<=%( 蛋白在诱导 !) 后开

始表达，诱导 +) 后达到最大值。特别是在诱导 =) 后菌体蛋

白的表达量从 "1%=>5# 提高到 =1*>5#，在诱导 +) 后菌体生物

量不再增加，溶氧开始上升，细菌生长达到稳定期，继续培养

细菌开始自溶。从菌体的生物量以及 ;:<=%( 蛋白的表达来

看，诱导 +) 为最佳菌体收获期。

!") ’*+ 发酵罐放大发酵

为了考察在 !"# 发酵罐中（工作体积 $#）确定发酵工艺

放大的可行性，在 %"# 发酵罐上进行了发酵放大试验（工作

体积为 %"#），用 !"# 发酵罐确定的工艺参数连续发酵 % 罐，

结果如表 %，!","" 达到了 $!1%+，目标蛋白表达水平达到了

=(1=+?，;:<=%( 蛋白产量达到了 =1$ >5#（三罐的平均值），

与 !"# 发酵罐的结果非常接近。最终菌体湿重产量达到了

每升培养基 ,,1&! >。而且从表中可以看出发酵的重复性好，

这说明 !"# 发酵罐中确定的发酵工艺具有可放大性，为戊型

肝炎衣壳蛋白的大批量生产打下了基础。

表 ’ 重组菌在 ’*+ 发酵罐上的放大培养结果

,-./0 ’ 12-/0 34 23/5360 78 60279.:;-;5 ! < "#$% :; ’*+ 80690;576

:@ABCD2BEF G3H IB44 !","" :@ACBJJD3E 4BKB4 3L ;:<=%(5? MDB4N 3L ;:<=%(5（>5#） /3FO4 ;:< =%( J34PFBN DE * 2345# PCBO5>

! $!1=! =(1=! =1&, ,,1=*

" $%1*& =(1&* =1$+ ,$1*"

# &(1!" =$1$" =1&( ,,1(,

’ 讨论

近几十年来的研究已使大肠杆菌成为现代分子生物学

研究中最常用的材料之一，大肠杆菌也成为最广泛的合成异

源蛋白的表达系统。重组大肠杆菌的高密度培养是增加

;:<=%( 蛋白产率的最有效方法。工程菌的发酵不仅要求重

组大肠杆菌高水平表达外源蛋白，而且要提高菌体密度，最

终提高产物的比生产率，尽可能减少宿主细胞本身蛋白的污

染。分批补料技术则是在培养过程中不断补充培养基，延长

菌体的对数生长期，使菌体在较长的时间内保持较高的生长

速率，从而达到高密度，该技术已广泛用于重组大肠杆菌的

高密度发酵。

但是一般来说，单位菌体的生产能力在高密度时往往低

于低密度时的生产能力［!*，!+］。这主要与培养基成分的组成

与配比有关。因而我们对培养基进行了筛选与优化，结果优

化 的 培 养 基 不 但 能 提 高 菌 体 得 率，而 且 成 功 地 实 现 了

;:<=%( 蛋白的高效表达。我们在发酵 *1+) 后发现溶氧与

A; 开始上升，说明培养基中葡萄糖消耗完全，应该向培养基

中补充葡萄糖，但是特别注意严格控制葡萄糖的流加速率，

避免产生“葡萄糖效应”而积累大量有机酸（如乙酸）等有害

代谢物而抑制菌体的生长与 ;:<=%( 蛋白的有效表达［!,］，因

而我们始终保持葡萄糖浓度在一个较低的浓度范围内，既能

够保证菌体以较低的比生长速率生长与重组菌体表达的需

要，又不至于产生“葡萄糖效应”。另外添加一定量的酵母

粉、蛋白胨等天然物质可加速菌体生长，缩短发酵周期，有利

于高密度发酵与高表达，这在我们的发酵过程中收到了一定

的效果。通过分批补料后，重组菌 !","" 从分批发酵的 !*1,

提高到 $(，表达水平从 !$?提高到 %"?，表达 ;:<=%( 蛋白

产量从 "1%%>5# 提高到 =1$$>5#。

每一种重组菌都有其生长和表达规律，考察其诱导最佳

!",""以及诱导的持续时间可以了解外源蛋白在菌体中的表

达与积累情况，据此可以判断最适的诱导时间以及菌体收获

时间，因为诱导过晚，菌体老化，其生长与外源蛋白的表达会

下降，特别是诱导过晚时大量的能量会消耗在外源蛋白上而

使菌体提前进入衰亡期；收获太慢时菌体会出现自溶。本文

通过对重组菌体生长规律诱导、!","" 以及诱导持续时间的

研究发现，在发酵达到 *+ !","" 时（约 ()）诱导比较合理，诱

导 +) 后溶氧上升，说明菌体对氧的利用率下降，开始进入稳

定生长期，此时菌体蛋白达到最大值，为最适收获时期。

温度是影响包含体的主要因素，为了有利于下游的分

离、纯化与复性，使包含体溶解在比较低浓度的尿素溶液，因

而对诱导温度进行了研究。经过在不同温度下诱导，发现

%%’诱导时包含体主要溶于 =2345# 尿素溶液，尽管复性率

高，但同时也溶解了许多菌体蛋白，不利于后续的蛋白纯化；

当 *"’诱导时包含体主要溶于 $2345# 尿素溶液，不但溶解了

大量的菌体蛋白，更主要的是包含体复性率低；当 %&’诱导

时包含体主要溶解在 *2345# 尿素溶液，溶解度高达 !*2>5
2#，溶解包含体易于复性成类病毒颗粒，而且相对来说杂蛋

白少，因而发酵温度定为 %&’。最后在 %"# 规模罐上验证了

!"# 罐确定的发酵工艺的可放大性与重复性，为重组 ;:<=%(
蛋白的规模生产，加速重组戊肝疫苗的产业化打下了基础。
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